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Baachrafoung 

Die Erfindung betrifft neue synthetische Isohirudine, die durch Austausch im Bereich der Asp-Gty-Motive aina 
verbesserte Stability besitzen. Dadurch wlrd inerseits dia Ausbeuta wahrend der Aufarbeltung gest igert und ande- 

5 rerseits eine galanische Zubereitung ate direkt injizierbara Fertiglosung ermoglicht. 

A us dem Blutegel Hirudo mediclnaJia shd medizinisch wertvolle hochafflne Thrombin inhibitoren bekannt, von da- 
ren Einsatz in der Humanmedizin wesentliche Fortschritte bei d8r Thromboaelherapie erwartet werden. Diese peptid- 
artigen Inhibitoren werden als Hirudina bezeichnet, wobei eine groGe Zahl an natuiiichen Isohirudinan bekannt ist, dia 
sich nur in wenigen Aminosauren dar Sequenz unterscheiden. NalOrliche Isohirudine sind z.B. beschrieben h EP-A 

w 142 860, EP-A 158 564, EP-A 158 986, EP-A 168 342, EP-A 171 024, EP-A 193 175, EP-A 200 655, EP-A 209 061, 
EP-A 227 938. Die Entwtekiung der rekombinarrten DNA-Technologie im letzten Jahrzehnt hat es nun erm6glicht, 
Hirudins im industrially Maftstab durch den Einaatz gentechnisch modiftzierter Mikroorganismen verfQgbar zu ma- 
chen. Verfahren zur Oarstellung von Isohirudinan auf der Basis natQriicher Saquenzen shd zum Beiepiel beschrieben 
in EP-A 171 024 und EP-A 200 655 und der dar in zitlerten Uteratur. 

16 Gber die therapeutische Wirksamkeit hinaua werden jedoch an ein Pharmakon heulzutage weitergehende An- 

eprOche geslellt. Dazu gehdren u A Wlrtschaftllchkelt In der Herstellung, kllnlsche Handhabbarkeil und hone Haltbar- 
keit im Hinblick aul eine langa Varwendungsdauar. 

Damit eine verbesserta Theraple auch unter wlrtschaftltehen Geslchtspunkten elner hohen Zahl an Patlenten zu- 
guie kommen kann, ist es ndtig, die Hersiellungskosten dee Pharmakona kleln zu halten. Dies kann bei gentecnnlschen 

20 Produktan durch die Entwicklung optrnierter Express ionssysteme, abar auch durch dia Anpassung das Pharmakon s 
an ein solches Systems angestrebt werden. In dieser Hlnslcht strukturell optimierte isohirudine sind z.B. beschrieben 
in EP-A 324 71 2 und EP-A 448 09a 

Dem Aspekt der Verwendungsdauer solrte durch eine hohe Stabilitat des Pharma icons Rechnung getragen werden, 
so daB therapeutischen und pharmakoiogiachen Komplikalionen aufgrund der Biidung von Abbauprodukten vorge- 

25 beugt wird. Die aus dem Blutegal bekanntan Isohirudine ate auch Desulfatohirudine aus gentechnisch modifiziartan 
Mikroorganismen I ass en in dieser Hinsicht zu wunschen Obrig, da sie aufgrund ihrer Struktur zur Biidung von Neben- 
produkten durch interne chemische Umwandlung neigan. Auch unter dem Aspekt Wirtschaftlichkeit das Aufarbeitungs- 
verfahrens Ist die a priori Vermeldung der Biidung von Nebenprodukten vorteiihaft, da deren Ablrennung entfaJlt. Dies 
schlagt sich in verb assert en Ausbeulan niedar. 

so Eine verbesserta Stabilitat wurde zudem eine Zubereitung ermdgltehen, die eine Lagerung und Anwendung des 
Pharmakona mltminimalem AufwandzulaOt. Bekm Hirudin steilt eine direkt Injizierbare stabile FertigHJsungelnesolche 
Zubereitung dar, die sich dazu noch durch eine langa Verwendbarkeit auszeichnen solita. Die chemische Instability 
der bekannten Isohirudine ist dabei namlteh ein begrenzender Faktor, da die temperaturabhangige Nebenproduktbll- 
dung der geldeten Substanz auch bei KQhtechranklagerung nur eine begrenzte (kurze) Verwendungsdauer einer sol- 
as chen Zubereitung erlaubt, wobei eine Wirtschafilichkert nur schwer erreichbar ist. 

Die bekannten natflriichen Isohirudine und daraus abgelerteten Desulfatohirudine fQr die pharmazeutische Ent- 
wicklung unterschaiden sich nur in wenigen Aminosaurebausteinen, wobei in der Sequenz variable und konservative 
Regbnen unterschieden werden kdnnen. Zu den koneervativen Region en gehdren die Sequenzen -Ser^-AspfAsn) 33 - 
Gly* 4 - und -Asn^AsptAsnp-Gly^-Asp* 6 -. Dia Numsrierung erfolgt nach der durch Dodt at al., FEBS LETTERS 165 
(1 984) 1 BO - 1 83 publizierten Sequenz mil 65 Aminosauren. Proteinch emische AnaJysen von Hlrudin-Abbauprodukten 
haben nun gezeigt, da8 diese Sequenzmotive zum Qberwiegenden Tail fQr die chemiache Instability von Hirudin ver- 
antwortlich sind. Die Desamldierung von Asparagin zu Asparaginase re kann dabei auBer Betracht gelassen warden, 
da sle zu einer weileren natOrlichen Isohirudtnstruktur fuhrt. Wesentlich fQr den Hirudlnabbau ist die Isomerislerung 
und Racemisierung an dan balden -Aep-Gly-Sequenzen. Dia Badeutung dieser Reaktionen fQr den Abbau von Pro- 

45 telnen ist literaturbekannt (JBC 262, 1987, S. 785-793 u. JBC 264, 1969, S. 6164-6170). Die Badeutung der carboxy- 
terminalan Struktur dee Hirudins IQr dia hochafMne Bindung an Thrombin ist ebenfaite bekannt. Ein Aminoaaureaus- 
tausch in Bereichen mit konservatrvem Sequenzcharaktar, die an der Bindung beteiligt sind, ist mil der Qefahr einer 
AffinitatsainbuSe verbunden. Uberraschenderweise wurde nun gefunden, da6 besttmmte stabilrtatsverbessemde Mo- 
difikationen in konservativen Bereichen vorgenommen werden kdnnen, ohne dia Affinital zum Thrombin und damit die 

so Wirksamkeit zu beelntrachtigen (Beispiei 7, Tab. 1 und Beispiei 8. Fig. 2). 

Zudem zeigt sich uberraschenderweise, daB trotz der vorgenommenen Austausche, auch bei mahr als einer Ami- 
nosdure keine Zunahme der Antigenltit eirrtrttt. 

Femer wurde gefunden, daB beida -Asp-Gly-Sequenzan gleichermaflen zur Instability des Hirudins bertragen. 
Erst durch Modlflkadon belder Sequenzbereiche kann die Nebenproduktbildung entscheldend reduziert werden (Bel- 

ss spiel 9, Tabeiie 2). 

Derzertliche Vertauf der Nebenproduktbildung der Stammvarbindungen a (s auch der optimiartan Desulfatohirudine 
sowohl bei saurem (Belsplel 11. Flg.3) als auch bei physldoglschern pH (Beispiei 10, Fig.4) zelgt, daB der Amlnoter- 
minus keinen EinfluB aul die Stabilitat hat und eina Modification somit nicht zur Stabilisierung beitragt. Daraus folgt, 
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da 8 die am Beispiel des [Ala^Thr 2 ] Desulfatohirudins gezeigten Optimierungen auf Isohirudine mit unterschiedlichem 
Aminotermlnus Obertragbar sind (z.B. [VaJ 1 .Vaf 2 ]- und pieMhr^h Desulfalohlrudin). 

Eine detaillierte Analytik dar Stabil'rtal verschiedaner synthetischer Isohirudine (Fig.3 und 4) oflenbart jadoch, am 
Beispiel von [Ata 1 ,7hr 2 , Glu^.Glu 63 ] Desulfatohirudin, da3 eh eintacher Austausch dar Asparaginsaure nicht den op- 

5 timalen Effekt liefert. Die Gberlegene Stabilitat von [Ala^Thr^Glu^Gln^Glu^.Ala^J-Desuttatohirudin und [Ala\Thr 2 , 
Glu^.Gln^Glu^.Glu^-Desullatohirudin -Desulfatohirudin zeigt Oberraschenderweise, dafl der zusatzllche Aus- 
tausch von Asparagin gegen Glutamin an Position 52 einen wesentllchen Beitrag zur Stabilisierung leistet. 

Die Erfindung betrifft folglich Isohirudine mit verbesserter Stabilitat, wobei an Position 33 Glu, an Position 52 Gin, 
Glu, Asn Oder Asp, an Position 53 Glu und an Position 54 Gly Oder Ala und an Position 55 Glu Oder Asp steht. 

io Bevorzugt sind Verbindungen der Formel I 

10 

is A ! -A 2 -Tyr-Thr-Asp-Cys-Thr-Glu-Ser-Gly-Gln-Asn-Leu-Cys-Leu- 

20 30 

Cys-Glu-Gly-Ser-Asn-Val-Cys-Gly-Gln-Gly-Asn-Lys-Cys-lle-Leu- 
20 40 

Gly-Ser- B - Gly-Glu-Lys-Asn-Gln-Cys-Val-TtaGty-Glu-Gty-Thr- 

50 52 53 54 55 60 
Pro-Lys-Pro-Gln-Ser-His- C - D • E • F -Phe-Glu-Glu-lle-Pro- 
Giu-Glu-TyMeu-GIn 

30 wobei 



A* 


= Leu, Ala, lie oder val bedeutet 


A? 


= Thr oder val 


B 


Glu bedeutet 


C 


Gin oder Glu bedeutet 


D 


Glu bedeutet 


E 


Gly oder Ala bedeutet 


und F 


Asp oder Glu bedeutet. 



4* Besonders bevorzugt sind die Verbindungen [Aia^ oder Leu^, Thr* Glu**, Gin«-Glu«-Ala^-] Desulfalohlrudin 
und [Ala' oderLeu\ -Thr* Glu^, GlnS^-Glu" Glu«-] Desulfatohirudin. 

Die erfindungsgemaOen synthetlschen Hlrudlnderlvate konnen Ober Mlkroorganfsmen oder aber auch chemisch 
synthetisch hergesteilt werden. Bevorzugt 1st die Herstellung in Backerhele oder E.coli. 

Der chemische Stabilitat der optimierten Isohirudine in verbindung mil einem hocheffizienten Express ionssyst em 

4ff erlaubt relatlv elnfache und dam ft kostengOnstlge Aularbeltungsverfahren. Dabel kann die Komblnatton an sich be- 
kannter biochemischer Method en zu Verfahren f Qhren, die sich leicht voneinander unterscheiden konnen. Soiche Ver- 
lahrensvariamen sind ebenlalls Gegenstand der Erfindung. Abkfimmlinge des [AlaMhr 2 ] Desulfatohirudins konnen 
beispielsweise in einem Express ionssyetem gernaS der EuropaJschen Patententanmeldung EP-A44S 093 hergesteilt 
werden, wobei die Aufarbeitung aus nur wenigen Schritten besteht: Die Zellsuspension am Ende der Fermentation 

so oder e!n zellfreies Kulturflltrat wind auf pH 2-4 (z.B. mit Ameisensaure, HCI) angesauert, eln dabel anfallendes proteln- 
haitiges Prazipitat kann abzentrrfugiert oder abfiltriert werden. Aus dem klaren Uberstand kann das Produkt im ein- 
fachsten Fall, sofem dies das verwendete Kutturmedium zulaflt, Ober Reversed Phase Chromatographle hoch ange- 
reichert werden. Bei Verwendung komplexer Medien hhgegen ist ee vorteilhaft, den Saizgehait der Losung zu redu- 
zleren, z.B. durch Ultra-ZD laflltratlon, urn dann eine lonenauslauschchromatographle an ehem Kattonenaustauscher, 

« z.B. Fractoge® EMD- SO3 vorzunehmen. Anstelle der Urtrafiit ration kann auch eine hydrophobe Adsorption an ein 
geeignetes Harz, wie z.R beschrieben in der Europaischen Patentanmeldung EP-A 316 650 durchgefQhrt werden. 
Das Produkt der Katlonenausiauschchromatographle kann dann dlrekt h die Reversed Phase -Chromatographle (z. 
B. an Lichroprep® RP18) eingeschleust werden, die ein hochreines Produkt liefert. Im Bedarfsfali konnen verbliebene 
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Verunreinigungen durch eine zusatzliche Anionsnaustauschchrcxnatographia, z.B. an Q-Sepharoaa, antfemt warden. 
Durch enlsprechende Optlmlorungen der elnzelnen Stuten kbnnen Ausbeuten > = 50% reallslert warden. 

Bai Verwendung eines Express Ionssystema gemafl der Europaischen Patentanmeldung EP-A 316 650 zur Dar- 
stellung von stabilisierten Abkommlingen des [Leu' .Thr^Desurfatonirudlns kann die Aufarbertung analog durchgetOhrl 
5 warden, wobei es sich jedoch empfiehtt, das Produkt vex der Katkxienaustauechchromatographie durch einen Batch- 
Anionenaustauscherschritt, wie z.B. beschrieben In der Europaischen Patentanmeldung EP-A 316 850, welter anzu- 
relchern. 

Beispiel 1: Konstruktion dee Vfektors pCMT203 

w 

Biotechnologische Arbeit en wie das Anle gen von Saattellbanken Oder die Fermentation eines Stammea werden 
bevorzugt unter Seiektionsdruck auf das bearbeitete Wirts-A/ektorsystem durchgelQhrt. Dam it wird die Gefahr der 
Verunreinigung durch framde Mikroorganismen minimiert. Nach den Richtlinien der amerikanischen Gesundheitsbe- 
hdrde sollte das AntibkJtikum Ampicillin nicht in Herstellungsverfahren fur rekombinante Proteine Nferwendung finden. 

ib in der Europaischen Patentanmeldung EP-A 448 093 wurden die Plasmide pCM7051 und pCM7053 beschrieben. 

Elne Verbesserung der Plasmide Im Hinbllckauf den oben beschrieben en Aapekt kann dann errelcht werden, wenn 
man die Vektor-DNA urn die bekannte Resislenz gegen Tetrazyklin erweitert 

Dazu wird DN A des Plasmides pCM7051 mlt Nru1 llneartslert und dem Isollerten 1 , 1 kb- Nru1 -Fragment aus dem 
Plasm Id pCM7053 ligiert. Dieses DN A- Fragment enthatt den Im Plasmld pCM7051 lehlenden SMerminalen Tell des 

20 Tetrazyklin resistenzgenes. Kompetente Zellen des E.coli-Stammes Mcl061 werden mit dem Ligationsgemisch trans- 
tormiert und auf NA-Agarplatten, die 12,5 mg/l Tetrazyklin enthatt en, ausptattiert Nach Inkubation bei 37oC Ober Nacht 
erhalt man Transform anten. Plasmid-DNA wird da von reisoiiert und mittels Restriklionsanalyse charakterisiart Die 
DNA eines rfchtigen Plasmides wird anschlleBend mit den Enzymen Aval und Nde1 nach Angaben der Hersteller 
umgesetzt und gelelektrophoretisch aufgatrennt. Das groGere dar beiden Fragments wird isoliert und die Oberhangen- 

2S den Enden mit Hiffe von Klenow Polymerase aufgafQIH. An sch lie Bend wird das Fragment autoiigiert und erneul nach 
E.coli Mc1061 transformierl. Nach Charakterisierung der DNA mittels Reslriktbnsanalyse ertiaiten die gewOnschten 
Plasmide die Bezeichnung pCMT203 (Fig.1). 

Beispiel 2: Konstruktion von Hirudin-Varianten mit Alanin als N-terminaJer Aminosaure 

30 

Hirudin-Vartanten.dle mlt Alanin beginnen,sollen in E.coli exprlmlert werden. Zur Kbnlerung wurden die in Beiplel 
1 beschriebenen Vektoren pCM7053, pCMT203 und das in EP-A 171 024 beschriebene Plasm id der Figur 3 mit der 
aJs DNA-Sequenz I bezelchneten synthetischen DNA-Sequenz f Or Hirudin verwendet. Dieses Plasmld wird im folgen- 
den als Plasm id pK152 bezeichnet. Ferner wurden unter Einsatz der DNA-Synthese-Maschine "391 DNA Synthesizer* 
36 der Firm a Applied Biosystems folgende Oligonu Weotide synth etia lert: 

Hir1 5'- CCCGAAACCGCAGTCTCACCAGGAAGQCGAATT - 3' 
Hir2 5 - CGAATTCGCCTTCCTGGTGAGACTGCGGTTTCGGGGTAC - 3' 



Hir5 5 - GATCCGAAGGTGAAAAGAACCAGTGCGTTACTGGCGAAGGTAC-3' 
Hir6 5 - CTTCGCCAGTAACGCACTGGTTCTTTTCACCTTCG - 3 r 



Hirl3 5'- CCCGAAACCGCAGTCTCATAACGAGGGCGACTT • 3 r 



Hir14 5'- CGAAGTCGCCCTCGTTATGAGACTGCGGTTTCGGGGTAC - 3* 

66 

H;rl5 5'- CCCGAAACCGCAGTCTCATCAGGAGGCTGACTT • 3' 
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Hirl6 5'- CGAAGTCAGCCTCCTGATGAGACTGCGGTTTCQQQQTAC - 3' 



5 Bespiei2a: Konstruktion der Hirudin-Varianta 13 (^.GIu^.Gln^Glu^Glu 56 ) in PlasmidpSCH13 

DNA des Plasm ides pK152 wird mit den Enzymen BamH1 und Kpn1 umgesetzt und die beiden enstehenden 
Fragmenle gelelektrophoretisch voneinander getrennt. Das groBe Fragment wird tsofiert und in einer T4-DNA-Ligase- 
reaklion mit den zuvor zum Doppelstrang hybridisierten Oligonukleotidsequenzen Hir5 und Hir6 umgesetzt. Kompe- 
io tente E.coii Mc1 061 Zellen warden mit dam Ligationsgemisch transform iert. Parallel dazu wird das pKl53 Nfektorfrag- 
menl in einer Autoligationsreaktion mit etch selbst ligiert und eberrfalls transformiert. Die Transformationsansatze war- 
den auf NA-Platten, die 20m g/l Ampiciilin enthalten, ausplattiert und Qber Nacht bei 37*C inkubiert Am nachsten Mor- 
gan wird das Experiment ausgewertet Die Klonierung wird dann ais erfofgversprachend betrachtet, wenn die Ligation 
mit dem Ollgonukleotidfragment mindeslens 100-fach mehr Transformanten Helen ais die Autoligation. Von Transfor- 
ms manten der Kkxiierungsraaktion wird dann Plasmid-DNA isoiiert und mittels ReatriktionsanaJysa charakterisiert. Von 
Piasmid-DNA, die das richtlge Restrlktlonsmuster zeigt, wird das BamH1/Hind3 Fragment, das die Hlrudhpeptldse- 
quenz 32-65 mil dam Austausch Asp 55 nach Glu 55 enthait, isoiiert. Dieses Fragment wird mit dem BamH1/Hind3 gs- 
dffnelen Vektor pCM7053 ligiert. Es entsteht das Plasmid pCM7053Var3. Das Plasmld enthait die DN A-Sequenz f Or 
eln verandertes Hirudin, das In Position 55 die Aminosaure Glu tragi. 
20 DNA des Plasm ides pK152 wird mit den Restriktionsenzymen Kpn1 und Bstbl gespalten. Nach gelelektrophore- 

tischer Auftrennung wird das groBe Vektorfragmerrt isoiiert. Dieses Fragment wird mit den zuvor zu Doppelstrang 
hybridisierten Oligcnu Weotiden Hir1 und Hir2 ligiert. Entsprechend dem oben beschriebenen Ablaut entsteht ein Derivat 
des Plasmides pK153. Dieses wird aJs Vartante 1 bezeichnet. Von dieeem Plasmid wird das BamH1/Hind3 Fragment 
isoiiert, das mit dem BamH1/Hind3 geoflneten Vektor pCM7053 ligiert wird. Es entsteht das Plasmid pCM7053\fer1 , 
25 welches 10r ein verandertes Hirudin codiert, das in Position 52,53 und 55 die Aminosauren Gin, Glu und Glu enthait. 
Das Plasmid zeichnet stch durch elne im Vergleteh zu pCM7053zusatzlich vorhandene Erkennungsstelle tOrdas Re- 
8triktionsenzym EcoR1 a us. 

DNA der PlasmkJe pCM7053Var1 und pCM7053Var3 wird mit den Enzymen Kpn1 und Mlu1 doppelverdaut und 
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Es entstehen jaweils zwai Fragmenle von den en im Falle des pCM7053Var1 An sat - 

30 zes das groBere der beiden und im Falle von pCM7Q53Vfer3 das kleinere der beiden Fragments Isoiiert wird. Beide 
Fragmenrte werden In einer Ligation zu dem neuen Plasmid p\fer13 verelnigt, das In dem Stamm E.coii Mc1061 expri- 
miert wird. Hirudin wird gemaB Beispiel 5 isoiiert und mittels Amhosauraanalyse charakterisiert. Mit der erwarteten 
Aminosfiurezuaammensetzung 1st die Richtigkefl der Konstruktion des Plasmides p\&r13 bestfitigt. 

DNA der PlasmkJe pCMT203 und p\feM3 wird nun mit den Restriktionsenzymen Mlu1 und Pvu1 umgesetzt und 

36 gelelektrophoretisch aufgetrennt. Es entstehen jeweils zwei Fragments von denen Jewells das groBere isoiiert wird. 
Die so isolierten Fragmenle warden in einer Ligasereaktion zu dem Plasmid pSCH1 3 vereinigt. Durch Restriktionsen- 
zym analyse und DNA-Sequenzanalyse wird dessen Struktur bestatigt. Dieses Plasmid wird in die ri der Europaischen 
Patentanmeldung EP-A 448 093 beschriebenen E.coii K12 Sekretormutant en durch Translormatlon In bekannterWeise 
eingefQhrt 

40 

Beispiel 2b: Konstruktion der Hirudin-Varianta 83 (Ala^Glu^Glu 53 ) in Plasmid pSCH83 

Das in Beispiel 2a beschriebene Kpn1/Bstb1 - pKl52-Vektorfragment wird mit den zuvor zu Doppelstrang hybri- 
disierten Oligonukleotiden Hir13 und Hir14 ligiert. Es entsteht ein ais Variants 8 bezeichnstes Plasmid. Von diesem 

46 Plasmid wird gemaB Beispiel 2a das BamH1/Hlnd3 -Fragment Isoiiert und in den BamH1/Hhd3 geoflneten Vektor 
pCM7053 eingefQhrt Es entsteht das Plasmid pCM\fcr8, von dem das kleinere Kpnl/Mlu1 -Fragment isoiiert wird. 
Dieses wird mit dem groBen Kpn1/Mlu1 - Fragment aus Plasmid pCM\fer3 ligiert. Es entsteht das Plasmid pVar83, 
das in dem Stamm E.coii Mc1061 exprtmiert wird. Nach Isolation des Hirudinderivats und anschlie Bender Aminosau- 
reanalysa bestatigt sich die Plasm idstruktur, so daB gemaB Beispiel 2a das Mlu1/Pvu1 -Fragment isoiiert wird, das mit 

so dem dem groBen Mlu1/Pvu1 -Vektor -Fragment aus Plasmid pCMT203zu Plasmid pSCHBS ligiert wird. Dieses Plasmid 
wind in die oben beschriebenen Sekretormutanten eingefQhrt. 

Beispiel 2c: Konstruktion der Hirudin-Varianta 93 (A^GIu^Gln^.Glu" Ala*) in Plasmid pSCH93 

66 Die Konstruktion des Plasmides pSC H93 erfolgt in Anatogie zu Beispiel 2b. Dabei wird km ersten Klonierungsschrltt 
das Bstb1/Kpn1 -pK1 52 -Fragment mit den zu Doppelstrang hybridisierten Oligonukleotiden Hir15 und Hirl6 zu dem 
Plasmid mit der Bezelchnung Variants 9 umgesetzt 
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Beispiel 3: Expression der Plasmide pSCHl3, pSCH83 und pSCH93 

Dis Expression der Plasmide pSCH13 ( pSCH83und pSCH93 erfolgt sowohl im SchQttelkolben als auch im 10 
Uiermeflstab gemfiB der Europaischen Patentanmeldung EP-A 448 093. Dabei finden die beschriebenen Stamme 

5 oder varianten davon Anwendung. Fur die Expression von Kutturen im Kubikmetermaftstab konnen sich naturgemaB 
veranderte Medten, Induktionabedingungen und Fermentationazeiten ergeben, was dem Fachmann bekannt 1st. 

Beispiel 4: Klonierung und Expression der Hirudinvarianten 13 und 93 in Backerhefe 

to In der Europaischen Patentanmeldung EP-A 324 712 wird ein synthetisches Hirudin beschrieben, das in Ab wand- 

lung der natflrlichen Sequenz N-terminal die Aminosaure Leucin tragt. Dieses Hirudin kann ebenfalls welter optimlert 
warden, wenn man in der dem Leucin folgenden Sequenz ab Aminosaure 2 die in den zuvor fflr die varianten 1 3 bzw. 
93 beschriebenen Veranderungen vomimmt. Dabei wird beispieihaft auf die in disser Anmeldung beschriebenen vek- 
toren und Stamme zuruckgegrlffen. Es 1st dem Fachmann gelaufig, da3 auch jedes anctere Heteexpressionssystem, 

is das zur Ausschleusung von Hirudin oder varianten hiervon fflhrt, benutzt warden kann. 

Der In der Europaischen Patentanmeldung EP-A 324 712 beschrlebene Klonlerungsvektor 7 wird mrt BamH1 und 
Hrd3 geoffnet und jeweils mil dem a us Plasmid pSCH13 bzw. pSCH93 isolierten BamH1/Hind3 Fragment, das die 
Jewells Im Klonlerungsvektor lehlenden Aminosauren des carboxyterminaien Teiles der HIrudinsequenz umfaBt, liglert 
Es entstehen die Plasmide p7l 3 und p793, die mittels Restrlktlonsanalyse charakterislert werden. von rtehtlger DNA 

20 dieser Plasmide wird anschlieBend das EcoRl /Hind3 -Fragment isoiiert und die uberstehenden Enden in einer Klenow- 
Polymerasereaktion aufgef ullt. Die so praparierten Fragments werden Jewells mit dem slumpf endigen Vektorf ragment 
von Plasmid yEP13 gemaB Beispiel 1 der Europaischen Patentanmeldung EP-A 324 712 ligiert. Es entstehen die 
Plasmide pHABVar131 und pHABVarl 32, die sich nur in Bezug aul die Orientierung des insertierten Fragmentes un- 
terscheiden und die fQr ein Hirudinderivat kodieren, das durch die Aminosauren Le^.Glu 33 Gln^.Glu 53 und Glu 55 

25 gekennzeichnet ist, sowie die Plasmide pHABvar931 und pHABVar932, die sich ebenlalls nur durch die Orientierung 
des Insertierten Fragmentes unterschelden und IQr ein Hirudinderivat kodieren, das durch die Aminosauren Leu 1 , Glu 33 , 
Gln^.Glu 63 und Ala 64 gekennzeichnet ist Die Plasmide werden in die in der Anmeldung beschriebenen Hefestamme 
beispieihaft Iranelormiert. Die Expression und Reinlgung der Hirudln-Derivate kann gemaB der dort beschriebenen 
Prozedur durchgefOhrt werden. BekanntermaBen kann bei der Reinigung auf die Zentrifugation und die sich anschlie- 

30 Bende Adsorptlcmchromatographie verzichtet werden, wenn z.B. das Pellicon Ultrafittrationssystem der Firma Milll- 
pore verwendet wind. Die hler verwendeten Methoden sind IQr den LabormaBstab beschrieben. FQr Kulturen Im Ku- 
bikmetermaBstab konnen and ere Fermentationszeiten, Kulturbedingungen sowie Schritte der Aufarbeitung notwendig 
werden. Dies ist dem Fachmann bekannt. 

6 Beispiel 5: Reinlgung von [Ala^ThrZ.GIu^Gln^.GluW.GIuWj-Desulfatc^irudln 

Ein zellfreier Kulturflberetands mit 3,6 g Hirudin per I wurde durch Zugabe von Ameisensaure auf pH 3 gesteitt. 
Nach 1 h bei RT wurde daa enstandene Prazipttat Ober eine CEPA-Zentrlfuge abgeschleudert Die Leitfahlgkeit des 
tdaren Oberstand wurde durch Diafiltration auf < = 2,5 mS/cm abgesenkt. Danach wurde das Produkt durch auf ehan- 
4Q derfolgende Chromatographieschrltte an Fractogel® EMD-SO^ Uchroprep® RP18 und OSepharose hochrein dar- 
gestellt. 

Verbilebene Seize und PufTerbestandtelle wurden aus dem Q-Sepharose-Eluat durch komblnlerte U Ira VDlafilt ra- 
tion entfemt, wonach das Produkt durch Lyophlllsation als Trockensubstanz gewonnen werden konnte. 

Beispiel 8: Reinlgung von tAla\Thr 2 ,Glu 33 ,Glri M I Glu M I Ala w ]Oesulfatctilrudln 

Am Ende der Fermentation wurde die Kulturlosungin Gegenwart-derZellsubstanzauf pH 3angesAuert. Zellmasse 
und anfallendes Prazipitat wurden Qber einen Separator entfemt. Zu dem Waren Oberstand wurden 5 % w/v Diaion 
HP20 gegeben, wobei eine quantitative Adsorption des Hirudins resultierte. Nach Entfemung der Mutteriauge durch 
so Filtration wurde das Harz elnmai waflrig gewaschen. Danach wurde das Produkt mit auf pH3 angesauertem 30 %igem 
Isopropanol desorbiert. Das Ware Eluat wurde wie in Beispiel 5, beginnend milder KatkxienausUuschchromatographie, 
weiterverarbeltet, urn dann nach Lyophillsalion ein hochreines Trockenprodukt zu erhaiten. 

Beispiel 7: Verglelchende K^Wert-Besllmmung optlmlerter Isohirudlne 

66 

K-j-Werte wurden nach der Methods von Stone und Hofsteenge (Biochemistry 25, S .4622-4628, 1986) bestimmt: 
0.2 ml einer 1 .25 mM Losung von D-HHT-Gly-Arg-pNA wurden mit 1 ,7 ml 0,1 M Tns, 0.2 M NaCI und 0,1 % (v/v) Triton 
X-100 pH 8,3 und 0,1 ml des zu testenden Isohirudins in 145 mM NaCI auf 25°C temperiert. Die Bindung wurde durch 
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Zugabe von 0,05 mt Thrombin Idsung gestartet. Die Absorption bei 405 nm wurda Qber eine Period© von 10-20 min 
aufgezelchnet 

Die Reaktbn folgt der Gleichung: 

P] = v e n + (v 0 -v e )(1-e kn yk + d, 

wobei 

[P] = Produktkonzentration (Nitroanilh) 
v 0 s in itiaJe Gesch windigkert 

v 6 = Reaklionsgeschwindigkeit im Gleichgewichtszustand 
d =[P]beit=0 

Die Geechwlndlgkeltstonatante k wurde durch nlchtlineare Regression bestlmmt. Die Extrapolation von k bei ver- 
schledenen Inhtoitorkonzentrationen auf [I] = 0 ent9prechend 

lielart die Geschwindigkeitskonstanten k^ und koff und damit Kp^f/k^. 



Tabelfel 



Ki-Werte optimierter Desulfatohirudine 


Verbindung 


fyapp.) f M l 


[llei.Thr*] Desulfaiohlrudln' 
[LeuMhr 2 ] Desulfatohirudin 2 
[Ala^Thr 2 ] Dasulfatohirudin 3 
[Ala^Thr^.Glu 33 ] Dasulfatohirudin 
[Alai.Thr^GIn^, Glu^.Glu*] Dasulfatohirudin 
[AlaMhr2,Glu33 ( Gln^,Glu53,Glu55] Dasulfatohirudin 
[AlaMhr^.Ala 64 ] Dasulfatohirudin 
[Alai ( Thra,Glu33,AlaS*] DesuHatohirudin 
[Alai.Tn^Glu 53 ] Dasulfatohirudin 
[Alai.Tnr* Glu^.Glu 53 ] Desutfatohirudin 
[Ala 1 ,Thr 4 ,Gln S2 ,Glu B3 ,Ala 54 ] Desultatohlrudh 
[AJai.Thrfi.Glu^.GlrT^.GIu^.AlaW] Desulfatohirudln 


6,1x10/10 
1,4x10-10 
2,0x10-10 
1,6x10-10 
1,9x10-10 
3,0x10-10 
2,7x10-1° 
3,5x10-10 
3,8x10-1° 
3,7x10^1° 
2,2x10-1° 
3,1x10-10 


1 Von «fcttm nalQrikh«i taohkudn abg^lttM Dwurtetohirudn. 

2 OptMwtM DMultalohlnKfln ffir HriMxpracsfe* laut EP-A 324 712. 



3 QptirritriM Dtaulfatohirudh fflr dto E.aol-S*kratfeMiQCpr»*aJori laut EP-A 448 003. 

Beispiel 8: EinfluB optimierter [Alai.Thr 2 ] Desulfatohirudin-Analoge auf die partielle Thromboplastinzelt (PT2) Im Rhe- 
susaffen 

[Laui.Thr 2 ] Dasulfatohirudin, [AiaMhr 2 ] Dasulfatohirudin, [A^ThrSGIu^Gh^Glu^.Glu 56 ] Dasulfatohirudin 
und [Ala 1 Jnr 2 Glu^.Gln^.Giu 63 , Ala 64 ] Desutfatohirudri wurde n in einer Dos is von 0,5 mg/kg mann lichen Rhesusaffan 
mlt ehem Kdrpergewteht von 6,5 +- 1,6 kg intravenos appliziert. In bestimmten Abatfinden warden dann Blutproben 
fOr die Bestimmung von Gerinnungsparametem entnommen. Die partielle Thromboplasthzert (PTZ) wurde wie folgt 
bestlmmt (Abb. 2): 

0,1 ml Citratplasma und 0,1 ml PTT-Reagenz a us Human-Thrombozyten (Behringwerke) wurdan in einem auf 3TC 
vorgewanmten Testrohrchen zusammengegeben und zur vollstandlgen Akth/lerung des endogenen Gerhnungssy- 
stems genau fOr 2 mln bei 37°C gehaJten. AnschlieBend wurde 0,1 ml 0.025 M CalciumchkxWlosung hinzugegeben 
und die Garinnung im Koagulometar (nach Schnitger und Gross) gamessan. 
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Beispiel 9: 20 Stunden-Stabilitat von [Ala 1 ,Thr2] Dssutfatohirudin-Analogen bei pH 7 und 60° C 

Die zu testende Verbindung wurde in 20 mM NaPj pH 7, 300 mM NaCI zu 0,5 mg/ml galdst und fur 20 h bei 60°C 
inkubiert. Zu den Zeitpunkten t=0 und t=20h wurden Proben entnommen und per RP-HPLC (NucleosiKB)) sowie Anio- 
nenaustauschchromatographie (MonoQ®) analysiert. Der Anteil neugebildeter Nebenprodukte wurde kalkuliert 



Tabelle 2: Stabilitat optimierter Desulfatohirudlne umer Stressbedingungen: 20 h, 
60°C, pH 7 



1 Stammverbindung 

Beispiel 10: Stabilitat von [AlaMhr 2 ] Desulfatohirudin-Anatogen bei pH 6,5 und 60°C 

Die gereinigten Isohirudine wurden ate Lyophilisat zu 1 mg/ml in Wasser geloat und mit 1M NajHPO^, auf pH 6,5 
gestellt. Nach Sterilfiltratlon wurden die Loaungen Im SchOttelwasserbad unter UchiausschluB bei e^C inkubierl. Pro- 
ben wurden zu den Zeitpunklen t = 0,5,24,48,72 und 96 h entnommen und per RP-HPLC (NucleoeiMfr) und lonenaus- 
tauschchromatographie (Mono OS)) auf ihren Gehalt an Nebenprodukten analysiert. Die Reinheit zum Zeitpunkt t = x 
ist dargestelH relativ zu r Reinheit t = 0, wobei aus den beiden Anarysesystemen jeweils der ungQnstigere Wert zugrun- 
degelegt wurde (Fig. 4). 

Beispiel 11 : Stabilitat von [Ala 1 .Thr 2 ] Desurfatohirudh-AnaJogen bei pH 4 und 60° C 

Die gereinigten Isohirudine wurden ate Lyophitisat zu 1 mg/ml in Waeser geloet und mit 1M Essigsaure aul pH 4 
gestellt. Inkubation und Analyeen wurden entaprechend Beispiel 10 durchgefOhrt (Flg.3). 



Paten tantpnOche 

1. Isohirudine mit verbesserter Stabilitat gekennzelchnet durch die tolgenden Amhosfiuren 

an Position 33 Giu 

an Position 52 Gin, Glu, Asn Oder Asp 

an Position 53 Glu 

an Position 54 Giy oder Ala 

an Position 55 Asp oder Glu. 

2. Isohirudine nach Anspruch 1 mit der Formal 



Verbindung 

[Ala'.Thr 2 ] Desutfatohirudin' 
[AlaMhr^Giu 33 ] Desutfatohirudin 



% neugebildete Nebenprodukte 
23,0 
15,2 



[AlaMhr^.Gln^Glu^Glu 55 ) Desutfatohirudin 
{Ata^h^Glu^Gln^Glu^GIu 85 ) Desutfatohirudin 



14,6 
3,2 
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A 1 -A 2 -Tyr-Thr-Asp-Cys-Thr-Glu-Ser-Gly-Gln-Asn-Leu-Cys-Leu- 
s 20 30 

Cys-Glu-Gly-Ser-Asn-Val-Cys-Gly-Gln-Gly-AsrvLys-Cys-lle-Leu- 

40 

10 Gly-Ser- B - Giy-Glu-Lys-Asn-Gln-Cys-Varthj^ly-Glu-Gly-Thr- 

50 52 53 54 55 60 
Pro-Lys-Pro-Gln-Ser-His- C - D - E - F -Phe-Glu-Glu-lle-Pro- 
GIu-Glu-Tyr-Leu-GIn 

wobel 

20 A 1 Leu, Ala Its Oder Val bedeutel 

A 2 =THr Oder Val 

B Glu bedeutel 

G Qln Oder Glu bedeutel 

D Glu bedeutel 
2£ E Gly Oder Ala bedeutet 

und F Asp oder Glu bedeutet. 

3. Isohlrudlne nach Anspruch 1 Oder 2, wobel Position 1 Ala Oder Leu bedeutel, an Position 2 Thr stent an Position 
33 Glu eteht, an Position 52 Gin steht, an Position 53 Glu steht, an Position 54 Gly steht und an Position 55 Glu stent 



30 



4. Isohlrudlne nach Anspruch 1 Oder 2, wobel Position 1 Ate oder Leu bedeutel, an Position 33 Glu steht, an Position 
52 Gin steht, an Position 53 Glu steht, an Position 54 Ala stent und an Position 55 Asp steht. 

5. Vektoren, die fur Isohirudine gemafl der AnsprQche 1 bis 4 kodieren. 

6. Veriahren zur Herstellung von Isohirudinen nach Anspruch 1 bis 4, dadurch geksnnzeichnet, daft Proteine der 
Wirts-Zelle durch eine saure Fallung bei einem pH 5 4 abgetrennt werden, wonach das Produkt aus dem Kultur- 
medium durch sukzessive chromatographlsche Reinigung, die zumindest elnen Kationenauetauecher und eine 
RP-Chromatographie umfaBt, hochrein dargesteltt wird. 

7. Arzneimittel, die ein oder mehrere Isohirudine gemaB den Ansprflchen 1 bis 4 als Wirkstoff enthalten. 

8. Galenlsche Zubereltung ehes Isohirudins gemaB Anspruch en 1 bis 4, dadurch gekennzetchnel, da8 die Wlrksub- 
stanz h einer Konzent ration von 1 -500 mg/ml und bei einem pH zwischen 4 und 8 in geloster Form 10r die paren- 
terals (l.v. und s.c.) Appllkattan vorliegt 



Claims 



so 1 . An isohinjdin with improved stability and with the following amino acids 

Glu at position 33 
Gin, Glu, Asn or Asp at position 52 
Glu at position 53 
ss Gly or Ala at position 54 

Asp or Glu at position 55. 

2. An isohirudin as claimed in claim 1 with the lormula 
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A 1 -A 3 -Tyr-Thr-Asp-Cys-Thr-Glu-Ser-Gly-Gln-Asn-Leu-Cyg- 
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Leu-Cys-Glu-Gly-Ser-Asn-Val-Cys-Gly-Gln-Gly-Asn-Lys 




SO 52 53 54 55 



Gly-Glu-Gly-Thr-Pro-Lys -Pro-Gin- Ser-His- C - D - E - F- 



1S 



Phe-Glu-Glu-Ile-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln 



where 



A 1 is Leu, Ala, lie or Vial, 



20 



A 2 isThror^l, 
B is Glu, 



C is Gin or Glu, 
D is Glu, 



2S 



E isGfyorAia, 
andF is Asp or Glu. 



3. An isohirudin as claimed in clarn 1 or 2, where position 1 denotes Ala or Leu, Thr is at position 2, Glu is at position 
33, Gin Is at position 52, Glu is at position 53, Gly Is at position 54 and Glu Is at position 55. 

30 4. An isohirudin as claimed in claim 1 or 2, where position 1 denotes Ala or Leu, Glu la at position 33, Gin is at position 
52, Glu is at position 53, Ala is at position 54 and Asp is at position 55. 

5. A vector which codes lor an isohirudin as claimed in claims 1 to 4. 

35 8. A process tor the preparation of isohirudhs as claimed in claim 1 to 4, which comprises separating proteins of the 
host cell by an acid precipitation at a pH <, 4, after which the product is prepared with high purity from the culture 
medium by successive chromatographic purification which comprises at least one cation exchanger and one HP 
chromatography. 

40 7. a pharmaceutical which contains one or more isohirudins as claimed in claims 1 to 4 as active Ingredient. 

8. A pharmaceutical formulation of an isohirudin as claimed In claims t to 4, wherein the active substance Is present 
in a concentration of 1-500 mc/ml and at a pH between 4 and 8 In dissolved form for parenteral (i.v. and s.c.) 
administration. 

45 

Revindications 

1 . leohir udines a stability ameTorde, caractdrisdes par les aminoacidee suK/ants 

so 



66 



Glu h la position 3% 

Gin, Glu, Asn ou Asp a la position 52, 

Glu a la position 53, 

Gly ou Ala & la position 54, 

Asp ou Glu k la position 55. 



2. 



I sohlr udines selon la revendicallon 1, de formule 
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A -A^Tyr-Thr-Asp-Cys-Thr-Qlu-Ser-Gly-Gln-Asn-Leu-Cys-Leu- 

20 30 
Cys-Giu-Giy-Ssr-Asn*Val-Cys-Gly-Gln-Gly-Asn-Lys-Cys-lle-Leu- 

40 

Gly-Ser- B • G!y-Giu-Lys-Asn-Gln-Cys-Val-<rhx^ 

50 52 53 54 55 60 
Pro-Lys-Pro-Gln-Ser-His- C - D - E • F -Phe-Glu-Glu-IIe-Pro- 
Glu-GJu*Tyr-Leu-Gln 

dans laquelle 

A 1 represente Leu, Ala, lie ou val, 

A 2 represente Thr ou val, 

B represents Glu, 

C represente Gin ou Qlu, 

D represents Gtu, 

E represents Gly ou Ala et 

F represents Asp ou Glu. 

Isohirudines selon la revondtcatkxi 1 ou 2, dans lesquelles la position 1 represente Ala ou Leu, Thr se trouve a la 
position 2, Glu se trouve a la position 33, Gin se trouve a la position 52, Glu se trouve a la position 53, Gly se 
trouve a la position 54 et Glu se trouve a la position 55. 

Isohirudines sebn la revendication 1 ou 2, dans lesquelles la position 1 represent e Ala ou Leu, Glu se trouve a fa 
position 33, Gin se trouve a la position 52, Glu se trouve a la position 53, Ala se trouve a la position 54 et Asp se 
trouve a la position 55. 

Vecteurs qui cedent pour les isohirudines selon les revendications 1 a 4. 

Precede pour la production d'ieohfrudlnee selon les revendications 1 a 4, caracterise en ce que Ton slpare des 
protdines de la cellule hdte par une precipitation acide a pH 5 4, a la suite de quoi on obtient le produit tree pur a 
partir du milieu de culture par purification chromatography subsequente, qui comprend au molns un echangeur 
de cations et une chromatographic en phase inverse 

Medicament contenant comme substance active une ou plusleurs Isohirudines selon les revendications 1 a 4. 

Composition geJen ique cf une Isohirudlne selon les revendications 1 a 4, caracterlsee en ce que la substance active 
est presents sous forme dissoute, pour ('administration parenterals (i.v. et s.c), a une concentration de 1 -500 mo/ 
ml et a un pH entre 4 et 8. 
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